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の高いM-7 (放線菌)、M-8 (放線菌)、T-22（細菌）および T-83（かび）株を選択し、培養・
調製した粗酵素を λ-カラギーナンに作用させたところ、M-7、M-8および T-22株酵素は 2
および 3糖類を主に生成し、これらのオリゴ糖は α-1, 4及び β-1, 3結合を持つ新規性のあ
るガラクトオリゴ糖であることがわかった。T-83株酵素では単糖のガラクトースのみが得











等から抽出される天然高分子物質であり、基本構造としてはガラクトースが α-1, 3結合または β-1, 4結合を





























土壌からの λ-カラギーナン分解菌の分離：蒸留水 100mlに λ-カラギーナン（和光純薬工業(株)）0.5g、酵母
エキス 0.2g、寒天 1.5gを加えて混ぜ、オートクレーブ(120℃、20分間)した。50～60℃程度に冷却後、泡立た
ないように混合し、φ9mm 浅形シャーレに 15～20ml 程度流し入れ、放冷固化した。土壌から採取した土を
滅菌生理食塩水で 100倍に希釈し、その 0.1mlを平板培地に塗布し 30℃で静置培養した。生育したコロニー
を選択し、新しい平板培地に植え継いだ。この操作を繰り返すことにより菌の単離を行った。 
分離菌の液体培養：100ml容三角フラスコに蒸留水 80ml、λ-カラギーナン 1gを混ぜ、スターラーを用いて
溶解させ 1M硫酸 0.1mlを加えてオートクレーブ(120℃、20 分間)した。別に酵母エキス 0.5g、リン酸水素 2
ナトリウム 12水和物 0.2ｇを水 20mlに溶解しオートクレーブし、両者を混合した。このとき pHは 6.6とな
った。これを滅菌した φ18mm×180mm 試験管に 3ml ずつ分注し、平板培地で単離した菌株を 1 白金耳植菌
し、レシプロ振とう 150回/分、30℃で 3日間振とう培養した。フラスコ培養の場合は同混合培地 100mlを 500ml
容フラスコに調製し、24時間培養した試験管培養液 1本分(3ml) をすべて植菌した。これを 150rpm、30℃で
4日間培養した。 
λ-カラギーナン分解酵素（λ-カラギナーゼ）の活性測定法：λ-カラギーナン 1gを蒸留水 80mlに溶解し、1M
硫酸 5mlを加え 60℃に設定したウォーターバスにて 2時間保持した。その後 2M 水酸化ナトリウム水溶液で
pH5に調整し 0.1M酢酸緩衝液(pH5)で 100mlにメスアップし、基質として用いた。φ16.5mm×105mm試験管











フィルター(0.22μm)でろ過し、マイクロシリンジでその 10μl を取り、HPLC 装置のインジェクターへ注入し
た。ポンプ流速は 1.0ml/min、カラム温度は 60℃とした。 
MALDI-TOF-MS分析には Voyager DE-STR（Applid Biosystems Ltd）を用いた。試料 1μlとマトリックスで
ある 20mg/mlの 2, 5-ジヒドロキシ安息香酸 1μlを混合し、その 1μlをサンプルプレートにアプライした。 
 
結果および考察 
 表 1は平成 26年度に各地で採取した土壌から、0.5％ λ-カラギーナン平板培地にて λ-カラギーナン分解菌






















           
 
 
 図 1は 1.2 mM 硫酸処理した λ-カラギーナンの培地を用い分離菌株を液体培養し、λ-カラギーナン分解活
性（λ-カラギナーゼ活性）を測定した結果である。多くの菌株で活性が認められたが、その中で比較的活性
が高かった 4つの菌株M-7 (放線菌)、M-8 (放線菌)、M-9 (細菌)、およびM-30 (放線菌) を選び、液体培地 100ml
とし 500ml容フラスコを用いて液体培養のスケールアップを行った。ここでM-9およびM-30株は生育が悪





れるが、λ-カラギーナン分解活性値は 0.058 U/ml以下と低いものであった。 次に、この培養ろ液 100mlに対
し 80％飽和となるように硫安を溶解させ、酵素蛋白質の塩析を行った。硫酸処理カラギーナンを培地に用い
たので、硫安塩析による残存カラギーナンのゲル化は起こらなくなり酵素塩析物のろ過分離が可能となった。


















調製した粗酵素溶液を 5％ λ-カラギーナンに 48時間反応させ、生成物を HPLCにて分析した。図 2で示す
ようにM-7、M-8および T-22株酵素で 2および 3糖類が検出され、特にM-7およびM-8株酵素による 3糖
類の生産性が高かった。これらのオリゴ糖は α-1, 4及び β-1, 3結合を持つ新規のガラクトオリゴ糖と推察さ
れる。T-83株酵素では単糖のみが得られ、その生産性は比較的高いものであった。高いガラクトシダーゼ活
性を有する酵素と思われ、ガラクトシル基転移作用の有無について興味がもたれる。 
 図 3は生成糖を TOF-MSにて分析した結果で、M-7、M-8および T-22株酵素ではガラクトースの 2および
3糖類にナトリウムイオンが結合した 365および 527のスペクトルがそれぞれ検出され、M-8では 4糖類に
ナトリウムイオンが結合した 689のスペクトルも検出された。T-83株酵素では単糖のガラクトースにナトリ
ウムイオンが結合した 203のスペクトルが検出された。 
 報告さている Pseudoalteremanas属起源 6,7) の λ-カラギーナン分解酵素は、λ-カラギーナンから主に 4糖類
を生成し、その構造は Gal-α-1, 3-Gal-β-1, 4-Gal-α-1, 3-Gal（Gal: ガラクトース）であった。Pedobacter hainanensis 
2) および Psuedoalteromonas porphyrae起源 4) の κ-カラギーナン分解酵素も同様の結合様式の 4糖類を主に生
成した。いずれの酵素も α-1, 3および β-1, 4結合の繰り返し構造の β-1, 4結合を加水分解する酵素であった。
Bacillus sp起源 3) の λ-カラギーナン分解酵素は 2糖類を主に生成したが、これは α-1, 3結合のネオガラクト
ースであり、同様に β-1, 4結合を加水分解する酵素であった。本研究で得られたM-7、M-8および T-22株酵
素は 2糖類の他に 3糖類も多く生成し、特色ある酵素と言える。これは α-1, 3結合も切断することを示唆す
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λ-Carrageenan-utilizing strains (136 stains) were separated from soil using 0.5% λ-carrageenan medium plate. High 
viscosity of λ-carrageenan solution has disappeared by partial hydrolysis with diluted sulfuric acid. The treated 
λ-carrageenan was used to medium of liquid culture and substrate for determination of enzymatic activity in order to 
progress effectively the screening of the enzymes. Crude enzymes was prepared from the strains with higher enzyme 
productivity, M-7 (actinomycetes), M-8 (actinomycetes), T-22 (bacteria) and T-83 (fungi). In the hydrolysis of 
λ-carrageenan, M-7, M-8 and T-22 enzymes released di- and trisaccharides, which are galactooligosaccharides with α-1, 
4 and β-1, 3 linkages. T-83 enzyme released monosaccharide. These crude λ-carrageenase had the enzyme system for 
the hydrolysis of α-1, 4 and β-1, 3 linkages. The amounts of the reducing sugar from λ-carrageenan were very small 
(10.0～27.7 mg/g-λ-carrageenan). It is wondered that the released oligosaccharides did not have sulfate groups. This 
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